T he secondary neuroinflammatory response has attracted increasing attention in experimental stroke research. 1 Analyses of immunologic mechanisms after acute stroke have been performed in the hope of identifying key pathomechanisms that contribute to secondary infarct growth and can be modulated to benefit a large proportion of patients with stroke. Among a variety of pathophysiologic mechanisms, including microglial activation, brain leukocyte invasion, and secretion of proinflammatory factors, lymphocytes have been uncovered as the key leukocyte subpopulation that determines the neuroinflammatory outcome. Several studies have shown that proinflammatory lymphocytes, such as TH1, TH17, and γδ T-cells, worsen stroke outcome, and that blocking of their brain invasion is neuroprotective. [2] [3] [4] Contrary to proinflammatory lymphocytes, regulatory T-cells (Treg) and B-cells (Breg) have been characterized as disease-limiting protective cells 5 ; in particular, in primary inflammatory diseases of the central nervous system. The discovery of the important role of Treg in other T-cell-driven pathologies has initiated productive research efforts on the role of Treg, including in ischemic brain injury, over the past years. However, because of the complex function of regulatory cells in immune homeostasis and disease, as well as partially divergent findings using different stroke models, uncertainty has emerged about the pathophysiologic function of regulatory lymphocytes in stroke. [6] [7] [8] This article will comprehensively review current findings on regulatory lymphocytes in brain ischemia models and discuss potential reasons for the observed discrepancies.
Treg as Modulators of Poststroke Neuroinflammation
The immune system has evolved several regulatory mechanisms, including cell depletion, anergy, and unresponsiveness to autoantigens, to prevent damage of endogenous tissues because of an overshooting immune reaction. The presence of Treg actively suppressing autoimmune reactivity is one of the key mechanisms preserving immune homeostasis and limiting inflammatory collateral damage. 9 Depletion of CD25 + CD4 + Treg naturally arising in the immune system induces autoimmune diseases, and reconstitution of this cell population prevents disease development. 10 A lack of Treg has been shown to be a primary cause of autoimmune diseases in humans. 11 In addition to sustaining autotolerance, Treg are also involved in suppressive control of a broad spectrum of immune responses, including those against autologous tumor cells, 12 allergens, 13 and organ transplantation. 14 Although Treg might be simplistically defined as immunosuppressive T-cells, several phenotypically and functionally distinct Treg subpopulations have been defined, such as induced Treg populations, Tr1, TH3, and various others. 15 Yet, the best investigated population of Treg are CD4 + CD25 +
Foxp3
+ naturally occurring Treg, which are physiologically produced in the thymus as a mature cell population. 16 Although it is still unknown at which specific site Treg act as immunomodulators after stroke, their kinetics and magnitude of brain infiltration have been characterized in several studies using models of experimental middle cerebral artery occlusion (MCAO). The brain invasion of lymphocytes after murine focal brain ischemia was already observed >2 decades ago. 17 One of the first studies systematically analyzing brain leukocyte invasion of brain homogenates after transient brain ischemia (filament-induced MCAO resulting in large hemispheric lesions) by flow cytometry was performed by Gelderblom et al. 18 In this study, only a low number of CD25 + Foxp3 + Treg at a frequency of <5% of all CD4 + T-cells was observed within the first week after transient ischemia. In contrast, using a permanent MCAO model, we detected substantial T-cell and Treg counts in the ischemic hemisphere, with Foxp3 + Treg constituting ≈20% of all CD4 + cells. 19 This is consistent with the previous observation that distal permanent occlusion induces a significantly stronger neuroinflammatory reaction with manifold higher T-cell counts in the ischemic hemisphere than in proximal transient occlusion models. 20 A more recent study by Stubbe et al 21 investigated cerebral Treg ≤1 month after large hemispheric lesions. Although they detected only negligible amounts of Foxp3 + early after MCAO, substantial Treg
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Despite their delayed recruitment in the brain, Treg have been found, in both depletion and therapeutic paradigms (see below), to influence stroke outcomes within the first days after ischemia. Such early effects before a considerable degree of Treg invasion into the brain prompt a rational assumption that Treg might have an early function in the ischemic brain by targeting cells in the peripheral immune system. In accordance with this assumption, delayed deletion of Treg by antibodies or in inducible Foxp3-knockout (Foxp3-KO) mice at 3 days after MCAO failed to alter stroke outcome. 21, 22 Hence, although the definite site of action for Treg after stroke is still unsolved, currently available data suggest that Treg have an immunomodulatory function within the first 3 days after stroke when they still remain outside of the central nervous system. Potential peripheral functions of Treg might include suppression of peripheral effector T-cell activation, inhibition of autoantigen-specific clonal expansion, or priming of transendothelial effector T-cell migration via currently unknown mechanisms. An additional-probably nonimmunologicfunction of Treg has been proposed for the development of secondary microthrombosis in models of transient mechanical vascular occlusion, which was termed thromboinflammation. 23 This concept of thromboinflammatory infarct progression proposes an interaction of Treg with platelets and the activated endothelium as an independent mechanism of Treg function.
Treg Depletion in Experimental Brain Ischemia
Depletion of the Treg population is a common experimental paradigm to investigate the functional role of Treg in brain ischemia in several publications. Methodologically, 2 principally different approaches have been used to deplete Treg: antibody-mediated cell lysis, using CD25-specific antibodies; or the use of transgenic mice with a diphtheria toxin receptor transgene under the control of the Foxp3 promoter for inducible Treg depletion. Using Treg-depletion paradigms, about half of the experiments performed revealed an increase in infarct volume, 19, 22, 24 whereas the other half did not detect any effect on stroke outcome, 19, 21, 22, 25, 26 and one study even observed a reduction of infarct size in Treg-deficient mice 23 ( Table 1) .
This discrepancy triggered an intense debate on the biological role of Treg in stroke and led to the denomination of Treg as a double-edged sword in acute brain injury. [27] [28] [29] Of note, inconsistencies cannot be attributed to the various depletion paradigms used because transgenic mouse models have been used on both sides of the efficacy spectrum. However, in each of the 3 publications reporting genetic depletion of Treg, a different inducible Foxp3-KO mouse line has been used: Ren et al 25 used the original Foxp3 DTR mouse, 30 Liesz et al 22 the Foxp3.LuciDTR.4 mouse line, 31 and Kleinschnitz et al 23 the DEREG mouse. 32 Each of these diphtheria toxin receptortransgene-mediated Foxp3-deletion models are derived from different transgene constructs. Moreover, they vary regarding the efficacy of Treg depletion and the respective diphtheria toxin treatment protocols. Although most studies reported Treg-depletion efficacy of >80%, individual extent of Treg depletion differs considerably (cp. Table 1) , and most studies did not investigate organ-specific Treg depletion, the kinetics of depletion, and reconstitution of the Treg population. In contrast, it is apparent that the stroke models used, and more precisely the resulting volume of the ischemic lesion, do predict the functional role of Treg in depletion paradigms.
Both studies from Liesz et al found an increase in stroke volume after Treg depletion only in small permanent ischemia lesion models, but not after extensive infarction induced by transient MCAO. 19, 22 A recent study by Xie et al also described larger infarct volumes after antibody-mediated Treg depletion in a rat model of moderate brain ischemia. 24 In contrast, all studies describing unaltered 19, 21, 22, 25, 26 or even improved 23 outcome after Treg depletion were performed in transient mechanical occlusion models causing extensive brain lesions. The immunologic effects of Treg depletion on the neuroinflammatory outcome after stroke have unfortunately been addressed in only a small number of the above studies. All 3 studies detecting an exacerbation of stroke outcome after Treg depletion also measured an associated increase in neuroinflammatory biomarkers. 19, 22, 24 The most robust findings included an increase in leukocyte brain invasion, particularly of distinct lymphocyte subpopulations, and an increase in proinflammatory cytokine secretion, such as tumor necrosis factor α, interleukin-1β (IL-1β), IL-12, and interferon γ. Among the studies using models of extensive brain injury with no effect of Treg depletion on stroke outcome, only one study has investigated neuroimmunologic readouts with correspondingly unaltered inflammatory markers. 21 In contrast, the study by Kleinschnitz et al investigating the role of Treg in thromboinflammation and stroke progression has detected a detrimental role of Treg in mediating poststroke neurodegeneration, independent of their immunologic function. 23 Interestingly, wannabe Treg without immunomodulatory function were still able to exert their impact on stroke progression without affecting neuroinflammatory markers, supporting the hypothesis of nonimmunologic functions of Treg after stroke.
Therapeutic Enhancement of Treg Function in Brain Ischemia
Despite the obvious and still unresolved discrepancies arising from studies investigating the effects of Treg depletion, a rapidly increasing number of reports have tested Treg augmentation for stroke therapy. These studies have investigated different approaches to increase Treg numbers and function. The most intuitive approach might be the adoptive cell transfer of purified Treg to wild-type animals to increase circulating Treg numbers. The second most widely used approach was the administration of a CD28 superagonist (CD28SA), which induces in vivo expansion of Treg and amplification of their suppressive function. In addition, histone deacetylase inhibition and treatment with a mammalian target of rapamycin inhibitor have previously been shown to boost Treg by increasing Foxp3 expression in T-cells. A pathomechanistically different approach used in earlier studies was the paradigm of mucosal immunization with mucosal administration of cerebrovascular antigens, such as myelin oligodendrocyte glycoprotein or selectins, which induce the expansion of autoantigen-specific Treg. 33, 34 Of 15 independent experiments reported in 13 studies, 13 found an improvement in stroke outcome, 22, 24, 26, [33] [34] [35] [36] [37] [38] [39] whereas 2 described an increase in infarct volume when using 2 independent Treg-targeted therapies. 23, 40 This discrepancy cannot be easily explained by the therapeutic paradigm used because the methods of adoptive Treg transfer into wild-type mice and the CD28SA treatment used in the 2 studies showing an exacerbation of lesion volume were also tested in ≥3 other experiments that showed an improved outcome (Table 2) .
Again, it seems that stroke severity might predict the net biological effect of Treg: of the 13 experiments detecting an overall benefit of therapeutically enhancing Treg numbers and function, only 2 have reported infarct volumes in the control group of >40% of the ipsilesional hemisphere, whereas the other studies deployed models that induce only small-to moderate-sized lesions. Surprisingly however, the 2 studies, 39, 40 in which the identical CD28SA has been used in similar stroke models, reported opposing results. Na et al 39 described reduced infarct volumes and an improved functional outcome after treatment with the CD28SA, whereas Schuhmann et al 40 described a significant worsening of stroke, indicating the presence of other confounding factors independent of lesion volume to Treg function.
We have performed a meta-analysis to more precisely estimate the efficacy of Treg-targeted therapeutic approaches in experimental stroke models. For this purpose, all studies that investigated interventions with the aim to modulate Treg (defined at least by CD25-or Foxp3-expressing CD4 + T-cells) numbers and Treg function in models of experimental brain ischemia were included in the analysis. The studies were clustered by the respective treatment paradigm: mucosal immunization, 34, 36 adoptive Treg transfer, 23, 26, 35, 37, 38 CD28SA, 35, 39, 40 and 22 and mammalian target of rapamycin inhibition 24 ). Effect size estimates (odds ratio) were calculated and the forest plot illustrated using RevMan software (version 5.3).
The overall effect size estimation revealed an odds ratio favoring the respective intervention for each interventional paradigm and for all studies in total (Figure 1 ). However, a large heterogeneity between the included studies regarding study design, experimental model, and species (rat and mice) has to be taken into account. In addition, several studies did not report sufficient information to assure quality according to the Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR) recommendations. Therefore, the number of studies investigating Treg interventions needs to be increased to more robustly estimate a realistic effect size. Also, the publication of negative results has to be encouraged to avoid a publication bias in such an emerging research field.
Mechanisms of Treg Function in Poststroke Neuroinflammation
Basic immunologic research on Treg function has identified several mechanisms by which Treg suppress immune reactions. 41 These can be mainly divided into mechanisms acting on lymphocyte activation and mechanisms inhibiting antigenpresenting cells. Although most of these mechanisms can be recognized using in vitro model systems, the contribution of individual mechanisms, such as different anti-inflammatory cytokines or cell-cell contact-dependent suppression, is highly diverse among in vivo disease models. The most prominent mechanisms of Treg function in vivo are the secretion of anti-inflammatory cytokines (IL-10, tumor growth factor β), expression of immunosuppressant molecules (CTLA-4, CD39, PD-1), consumption of vital cytokines (IL-1, IL-2), and the secretion of cytolytic molecules (granzymes, perforin). 5 In the context of experimental brain ischemia, several studies have demonstrated that IL-10 is a critical neuroprotective cytokine regulating poststroke neuroinflammation. [42] [43] [44] [45] The main sources of cerebral IL-10 are Treg, Breg, and microglia/monocytes. The property of IL-10 as an important tissue protective effector mechanism of Treg 46 was verified in some of the previous stroke studies. 19, 22, 47 Accordingly, strategies increasing lymphocyte-derived IL-10 production 22, 39, 44, 48 or therapeutic IL-10 administration 42, 45, 49 have been shown to improve stroke outcome. In addition, alternative Treg-related mechanisms have been found to act in ischemic brains, such as the expression of tumor growth factor β and IL-35, 24 as well as a role of Treg in the PD-1/PD-L1 pathway. However, whereas the immune regulatory function of PD-1 limits ischemic brain lesions and blood-brain barrier damage, 37 PD-L1 seems to have an opposing, ie, detrimental, effect in stroke. 50 Proinflammatory lymphocytes and brain-resident microglia/macrophages have been characterized as the main target cells for the immunosuppressive effect of Treg after brain injury. 19, 22, 26 The beneficial effect of Treg at later stages of ischemic stroke was frequently related to the reduced invasion of T-cells, 19, 26 suppression of effector T-cell proliferation, 22 suppressed cytokine production, 24, 26, 34 reduced microglia/ monocyte activation, 19 or a priming toward a M2-like microglial phenotype. 24 In contrast, studies reporting an exacerbation of stroke by Treg-targeted therapies during the early stage 23, 40 found an association of increased lesion volumes with amplified cerebral immune cell accumulation. 40 However, evidence 
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exists that the deleterious effects observed with Treg in these 2 studies might be independent of their immunologic function, but rather attributable to an impact on secondary microthrombosis (thromboinflammation).
23
Other Regulatory Lymphocyte Subpopulations: Breg and CD8 + CD122
+ Treg
Some of the previous studies have investigated a potential regulatory function of B-cells and detected an increase in stroke lesions in B-cell-depleted mice, 51 whereas other reports could not confirm this observation. 52, 53 Although the adoptive transfer of B-cells to lymphocyte-deficient Rag −/− did not affect outcome in the early phase after stroke, 53 subsequent studies reported substantial IL-10 production by B-cells and neuroprotective effects of transferring wild-type, but not IL-10-deficient, B-cells to limit stroke severity. 44, 51, 54 Further studies revealed that the transferred IL-10 + B-cells included roughly equal proportions of several known Breg subtypes, including the B10, T2-MZ, and B1a subpopulations. In addition, it was observed in one study that transferred B-cells had systemic immunomodulatory effects and mitigated splenic atrophy and induced Treg populations. 55 It was further demonstrated that direct transfer of IL-10-secreting B-cells into the striatum limited stroke lesions. 56 A more recent experiment confirmed a potentially neuroprotective function of regulatory IL-10-producing B-cells after stroke by inducing CD8 + CD122 + Treg and ameliorating poststroke neuroinflammation. 57 Taken together, the findings of previous studies not observing a major role for B-cells in the acute phase after stroke and more recent reports of a neuroprotective function of Breg in later secondary neuroinflammatory response might support an immunoregulatory effect of IL-10-secreting B-cells and their induction of CD8 +
CD122
+ Treg at later stages of poststroke neuroinflammation. Considering the previously observed differences in natural Treg function between stroke models, it will be of interest for future studies to also investigate such a differential role for other regulatory lymphocytes, such as Breg and CD8 + CD122 + Treg.
Tregs in the Peripheral Immune System After Stroke
Acute brain ischemia induces profound alterations of the peripheral immune reaction, encompassing peripheral immune activation in the acute phase after brain injury 58 and features of an immunosuppressive syndrome in the later phase. 59 In addition to the effect of Treg in directly modulating local neuroinflammation within the brain, they also play a role in altering the peripheral immune response after stroke. A consistent finding in the subacute phase after extensive experimental stroke is that cellular immunosuppression and splenic atrophy are accompanied by a relative expansion of Treg in the spleen and blood. 60, 61 However, Treg themselves do not contribute to the exacerbation of poststroke immunosuppression. 38, 62 Interestingly, a recent report even suggested that the adoptive transfer of Treg on the one side reduced the systemic inflammatory reaction in the early phase after stroke, whereas on the other it also ameliorated the extent of immunosuppression (ie, lymphopenia) in the later phase. 38 This finding of a dualistic role of Treg in systemic immunity when comparing the acute with subacute phases after stroke is well in line with the concept that the initial overactivation of the peripheral immune system might result in an immunosuppression syndrome. 63 The potent homeostatic function of Treg might help to suppress the initial systemic inflammation, thereby attenuating the subsequent immune disturbances, such as activationinduced lymphopenia and exhaustion of antigen-presenting cells.
In addition, a recent study has detected the expansion of Foxp3 + natural Treg in the bone marrow of mice after extensive brain ischemia. 64 It was proposed that this myeloid Treg expansion is related to sympathetic stress signaling after brain ischemia. However, whether this observation of myeloid Treg is functionally related to the previously observed alterations in bone marrow monocyte populations 63 and hematopoiesis 65 after stroke is currently unknown. Only few studies have investigated Tregs in patients experiencing acute brain ischemia. Understandably, these studies have focused on peripheral immune effects after stroke by investigating blood samples of patients with different stroke entities. The first study specifically analyzing Treg function after stroke by Hug et al 66 has found that Treg function is preserved in the context of poststroke immunosuppression in contrast to the dysfunction of effector cell populations such as circulating monocytes or helper T-cells. In contrast, a second study has found reduced suppressive capacities of poststroke Treg in female but not male stroke patients, proposing sex-specific effects on poststroke peripheral immunity. 67 This difference between the studies could be explained by differing patient characteristics in terms of comorbidities and stroke severity. Although the latter study has detected a robust increase of Treg cell counts after stroke in accordance with experimental studies, another report has shown the opposite. Li et al 68 reported a significant reduction of peripheral Treg in patients with stroke. In contrast to the previous studies investigating poststroke effects on peripheral Treg function, a report by Wigren et al analyzed the association of Treg counts in a cohort of 700 participants of the Malmö Diet and Cancer study with the prospective incidence of stroke. Although low Treg counts at baseline were associated with an increased risk of myocardial infarction, this association was not present for stroke. 69 Overall, clinical data are supporting the experimental finding of substantial peripheral immunomodulation after stroke, which is also affecting the Treg population, yet, specific changes might depend on stroke entity, severity, and patient characteristics.
Potential Reasons for the Discrepancies on Treg Function in Poststroke Neuroinflammation
Thromboinflammation and Secondary Microthrombosis
The commonly used model of transient MCAO using intraluminal filaments (a model that was used in the 2 studies detecting a deleterious role of Treg in stroke 23, 40 ) can be described as a transient mechanical vascular occlusion model with prompt revascularization. One prominent and distinct feature of this model is the occurrence of delayed neuronal damage because of by guest on August 3, 2017 http://stroke.ahajournals.org/ Downloaded from microthrombosis and thromboinflammation. 70 In contrast, secondary microthrombosis was not observed in rodents and nonhuman primates with gradual reperfusion. 71 The occurrence of microthrombosis/thromboinflammation in patients with strokeis currently still elusive. Although the distinct factors contributing to the development of thromboinflammation in transient mechanical vascular occlusion are still unclear, several potential mechanisms could be assumed: the extent of endothelial activation induced by the reperfusion, the speed of filament retraction and prompt versus gradual reperfusion, and the occlusion time. Finally, these at-first-sight minor methodological differences might finally have a major pathophysiologic impact by the presence or absence of secondary thrombosis. In the case of microthrombosis after prompt revascularization, the cascade of endothelial activation, thromboinflammation, and microvascular dysfunction not only leads to secondary ischemic infarct progression but also induce vascular inflammation and an alteration of the neuroinflammatory response to brain ischemia per se.
Impact of Lesion Volume and Reperfusion on Stroke Immunology
As noted above, it seems that lesion size and reperfusion might be relevant confounders of secondary neuroinflammation.
It is well acknowledged that the phenomenon of poststroke peripheral immunosuppression occurs in patients with stroke and animal stroke models only after extensive brain tissue injury. 59, 61, 72, 73 Although mice and humans with substantial brain lesions develop lymphopenia and alterations of the monocyte population, small ischemic injuries induce only a minor immunomodulation but no immunosuppressive syndrome. Whereas, to the best of our knowledge, the impact of peripheral immunosuppression after major stroke on secondary neuroinflammation has not been systematically investigated until now, it is conceivable that peripheral immune alterations might also affect central neuroinflammation. A previous study performing a face-to-face comparison of the extent of cerebral leukocyte invasion, microglial activation, and cytokine secretion in 3 common models of brain ischemia of differing lesion size detected crucial differences among models with a manifold stronger inflammatory reaction in small permanent ischemia models than in extensive hemispheric lesions after transient MCAO. 20 Moreover, a more recent study has investigated the neuroinflammatory reaction in the acute phase (<24 hours) after transient or permanent malignant infarctions induced by the filament model. The authors detected significantly less leukocyte brain infiltration 
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after transient ischemia because it was used in the majority of studies analyzed in this review, compared with permanent proximal MCAO. 74 Therefore, it is plausible that Treg have an inferior role in stroke models with only minor bystander inflammation compared with the critical role of Treg in lesion models with an overshooting immune reaction (Figure 2 ). However, it is currently still unclear whether these detrimental differences in neuroinflammatory response are related to factors such as lesion volume, reperfusion, and localization or are merely an epiphenomenon because of technical aspects of the particular stroke model (ie, differences in skull trepanation, surgical wound, pain, and food intake).
Milieu-Dependent Treg Function
Moreover, the above-stated methodologic differences, including the presence of microthrombosis/thromboinflammation, induction of peripheral immune alterations, and the extent of neuroinflammation, might have a direct impact on the functional properties of natural Treg. It is known from other disease paradigms that Treg function in vivo might by particularly dependent on the immunologic milieu. For example, in cancer research, this phenomenon-much akin to stroke immunology-has been termed the Janus-faced function of Treg. 75, 76 In addition, the currently predominant perception of neuroinflammation after acute brain injury and particularly stroke research as too much of a bad thing should be revisited. Several elegant reports by the groups of Michal Schwartz and Jonathan Kipnis have established the concept of protective autoimmunity (see Schwartz and Raposo 77 for a recent review of the concept). This concept ascribes secondary inflammation as a generally physiological and protective mechanism in which too much immune activation as well as immunosuppression might be deleterious. Accordingly, in certain situations of acute brain lesions and neurodegeneration models-determined by the time-dependent inflammatory milieu of the brain during disease progression-both Treg depletion as well as its augmentation might negatively affect the outcome. [78] [79] [80] Therefore, the specific properties of the stroke model used and targeted mechanism of Treg function have to be carefully investigated before considering Treg in a potentially oversimplified view as good or bad immune cells after stroke.
Quo Vadis: Treg in Stroke-Open Questions and Required Experiments
As comprehensively reported above, rapidly accumulating data by several studies in the last few years have clearly indicated a pathophysiological role for Treg in the secondary neuroinflammation, as well as more remote effects in the vasculature and the peripheral immune system after stroke. Yet, some controversies are still unresolved and important questions not been addressed to date: What is the contribution of lesions size, location, and reperfusion to poststroke neuroinflammation-and what is the pathophysiological basis for the immunologic differences between stroke subtypes? Where is the primary site of Treg function-in the peripheral immune system by preserving immune homeostasis or in the central nervous system suppressing neuroinflammation? Which of the diverse Treg-targeted immunotherapeutic approaches is most effective and clinically relevant?
Although further exploratory studies will be needed to address these questions-such as comparing stroke models and intervention paradigms in one laboratory face-to-face approaches instead of compiling data sets from different models, laboratories, treatment, and analysis strategies-the next step in Treg-targeted research for stroke will be to proceed from exploratory studies to confirmatory research to pave the way for potential translation. 81 As for other emerging research areas that are challenged by preclinical controversies, collaborative research efforts with rigorous guidelines for study design, conductance, and analysis will be necessary to resolve current controversies on the role of Treg and particularly their use as immunotherapeutic targets for treating brain ischemia.
82
Conclusions
Taken together, it can be well acknowledged that Treg constitute a highly potent cell population that is capable of modulating various immunologic pathways. Yet, their functional role in acute brain injuries might be much more complicated and diverse than currently appreciated. Although a meta-analysis of currently published Treg-targeted immunotherapies might indicate an overall neuroprotective function of Treg, at least during the later stages of infarct development, their role during the acute phase is much less clear, and we need first to better understand their distinct function in diverse settings of secondary neuroinflammation before promoting Treg-targeted cell therapies for clinical testing. Therefore, we should be careful with generalizations of findings from different animal stroke models that critically differ in their inflammatory response. Instead, we should use this vast variability and the distinct properties of the commonly used stroke models as a chance to investigate, in more detail, the spectrum of neuroinflammation in this highly diverse disease. Not only in stroke models but also in patients with stroke, the impact of neuroinflammation might crucially differ depending on stroke subtype, localization, time pattern, and comorbidities. This individualized view on poststroke inflammatory mechanisms is still in its infancy but will ultimately be inevitable for a future personalized stroke immunotherapy that has to stratify patients that might potentially benefit from immune-targeted approaches. 
Функциональная роль регуляторных лимфоцитов при инсульте: факты и противоречия
Ключевые слова: ишемия мозга (brain ischemia), воспаление (inflammation), лимфоцит (lymphocyte), модели на животных (models animal), супрессорные Т-клетки (retaliatory T-cells), инсульт (stroke).
В экспериментальных исследованиях инсульта все больше внимания уделяют вторичной нейровоспа-лительной реакции [1] . Были проведены анализы иммунологических реакций после острого инсульта с целью выявления ключевых патогенетических меха-низмов, способствующих увеличению объема очага ишемии, с потенциальной возможностью их модуля-ции для повышения эффективности лечения у боль-шинства пациентов с инсультом. Среди различных патофизиологических механизмов, в т.ч. активации микроглии, инфильтрации головного мозга лейко-цитами и секреции провоспалительных факторов, была раскрыта роль лимфоцитов в качестве ключе-вой субпопуляции лейкоцитов, определяющей ней-ровоспалительный исход. В нескольких исследова-ниях показали, что провоспалительные лимфоциты, такие как TH1, Th17 и γδ Т-клетки, ухудшают исход после инсульта, и что блокирование инфильтрации голов ного мозга этими клетками оказывает ней-ропротекторное действие [2] [3] [4] . В отличие от про-воспалительных лимфоцитов регуляторные Т-клетки (Treg) и В-клетки (Breg) были охарактеризованы как защитные клетки, ограничивающие расширение очага повреж дения [5] , в частности при первичных воспалительных заболеваниях центральной нервной системы. Открытие важной роли Тreg при других опосредованных Т-клетками заболеваниях послужи-ло стимулом для продуктивной научно-исследова-тельской работы, посвященной изучению роли Treg в течение последних лет, в т.ч. при ишемическом повреждении головного мозга. Тем не менее из-за сложной функции регуляторных клеток в иммунном гомеостазе и патологии, а также частично отлича-ющихся результатов при использовании различных моделей инсульта возникла неопределенность в отно-шении патофизиологической функции регуляторных лимфоцитов при инсульте [6] [7] [8] . В настоящее статье представлены результаты современных исследований роли регуляторных лимфоцитов в моделях ишемии головного мозга и обсуждаются возможные причины наблюдаемых расхождений.
Treg в качестве модуляторов нейровоспаления после инсульта
Иммунная система имеет несколько регуляторных механизмов, в т.ч. истощение популяции клеток, энер-гетический дефицит и невосприимчивость к аутоан-тигенам для предотвращения повреждения эндоген-ных тканей из-за гиперергической иммунной реакции. Наличие Treg, активно подавляющих аутоиммунные реакции, является одним из основных механизмов, сохраняющих иммунный гомеостаз и ограничивающих развитие сопутствующего воспалительного поврежде-ния [9] . Истощение пула CD25 + CD4 + Treg, естественно возникающее в иммунной системе, индуцирует разви-тие аутоиммунных заболеваний, а восстановление этой клеточной популяции предотвращает их развитие [10] . Было показано, что отсутствие Treg было основ-ной причиной развития аутоиммунных заболеваний у людей [11] . Помимо сохранения аутотолерантнос-ти Treg также участвуют в сдерживающем контроле широкого спектра иммунных реакций, в т.ч. про-тив аутологичных опухолевых клеток [12] , аллергенов [13] и трансплантированных органов [14] . Согласно несколько упрощенному определению, Treg являются иммуносупрессивными Т-клетками, но было выделе-но несколько фенотипически и функционально раз-личных субпопуляций Treg, например индуцирован-ные популяции Treg, Tr1, ТН3, и многие другие [15] . Тем не менее наиболее изученной популяцией Treg являются CD4
Treg, которые в естествен-ных физиологических условиях образуются в тимусе в виде популяции зрелых клеток [16] .
До сих пор неизвестно, каким образом Treg высту-пают в качестве иммуномодуляторов после инсульта, но их кинетика и магнитуда инфильтрации головного мозга были охарактеризованы в нескольких исследо-ваниях с использованием модели эксперименталь-ной окклюзии средней мозговой артерии (ОСМА). Инвазию головного мозга лимфоцитами после ише-мии головного мозга у мышей описали более двух десятилетий назад [17] . Одно из первых исследова-ний систематического анализа инвазии головного мозга лимфоцитами в гомогенатах головного мозга после транзиторной ишемии (ОСМА с помощью филамента с развитием крупного полушарного пора-жения) с помощью проточной цитометрии провели # клеточной популяции предотвращает их развитие [10] . [19] . Это согла-суется с данными ранее проведенного исследования, согласно которому постоянная окклюзия дистальных сегментов артерий индуцирует значительно более выраженную нейровоспалительную реакцию с несрав-нимо бόльшим количеством Т-клеток в ишемизи-рованном полушарии, чем в моделях транзиторной окклюзии проксимальных сегментов артерий [20] . В недавно завершившемся исследовании T. Stubbe и соавт. [21] изучали содержание Treg в головном мозге в течение до 1 месяца после развития крупного полу-шарного поражения. Они обнаружили только незначи-тельное число Foxp3 + в раннем периоде после ОСМА, однако через 14 и 30 дней после ОСМА произошла существенная инвазия головного мозга Treg. Кроме того, доля Treg в клеточной популяции T helper была выше в головном мозге после инсульта по сравнению с периферическими лимфоидными органами [21] .
Несмотря на отсроченную миграцию Treg в головной мозг, было обнаружено, что в рамках парадигм истощения популяции и терапевтического воздействия (см. ниже) Treg оказывают влияние на исходы после инсульта, определяя его течение в первые дни ишемического повреждения. Такие ранние эффекты до выражен-ной инфильтрации головного мозга Treg позволяют высказать рациональное предположение об их влиянии на ишемизированный головной мозг в ранние сроки путем воздействия на клетки периферической иммунной системы. В соответствии с этим предположением, отсро-ченная делеция Treg антителами или индуцированый нокаут Foxp3 (Foxp3-КО) у мышей через 3 дня после ОСМА не повлияли на исходы после инсульта [21, 22] . Следовательно, несмотря на то что механизм действия Treg после инсульта еще не изучен, имеющиеся в насто-ящее время данные позволяют предположить, что Treg обладают иммуномодулирующей функцией в течение первых трех дней после инсульта, когда они по-прежне-му остаются за пределами центральной нервной систе-мы. К потенциальным периферическим функциям Treg могут относиться подавление периферической актива-ции эффекторных Т-клеток, подавление аутоантиген-специфической клональной экспрессии или иниции-рование трансэндотелиальной миграции эффекторных Т-клеток посредством неизвестных в настоящее время механизмов. Дополнительной, вероятно, неиммуноло-гической функцией Treg является их участие в разви-тии вторичного микротромбоза в моделях транзиторной механической окклюзии сосудов, получившего название тромбовоспаление [23] . Эта концепция тромбовоспали-тельного прогрессирования ишемического повреждения мозга подразумевает взаимодействие Treg с тромбоцита-ми и активированным эндотелием в качестве независи-мой функции Treg.
Уменьшение популяции Treg при экспериментальной ишемии головного мозга
Уменьшение популяции Treg является распростра-ненной экспериментальной парадигмой изучения функциональной роли Treg при ишемии головного мозга. Методологически использовали 2 принципи-ально разных подхода к уменьшению популяции Treg: опосредованный антителами лизис клеток с исполь-зованием CD25-специфических антител или исполь-зование в эксперименте трансгенных мышей с транс-геном рецептора дифтерийного токсина под конт-ролем промотора Foxp3 для индуцируемого истоще-ния популяции Treg. При использовании парадигмы уменьшения популяции Treg в половине выполненных экспериментальных исследований выявили увеличе-ние объема очага ишемии [19, 22, 24] , в то время как в остальных исследованиях не обнаружили какого-либо воздействия на очаг ишемического поврежде-ния [19, 21, 22, 25, 26] , а в одном исследовании даже наблюдали уменьшение объема очага ишемии у мышей с дефицитом Treg [23] (таблица 1).
Это несоответствие стало причиной интенсивных споров о биологической роли Treg при инсульте и при-вело к деноминации Treg как неоднозначного фактора при остром повреждении головного мозга [27] [28] [29] . Следует отметить, что несоответствия не могут быть связаны с различными парадигмами истощения попу-ляции клеток, поскольку модели с использованием трансгенных мышей применяли по обе стороны спект-ра эффективности. Тем не менее в каждой из трех пуб-ликаций с генетически обусловленным уменьшением популяции Treg использовали разные линии мышей с индуцибельным Foxp3-KO: Х. Ren и соавт. [25] использовали оригинальных Foxp3DTR мышей [30] , A. Liesz и соавт. [22] мышей линии Foxp3.LuciDTR.4 [31] , а C. Kleinschnitz и соавт. [23] -мышей линии DEREG [32] . В каждой из этих моделей уменьшения популяции Foxp3, опосредованного трансгеном рецеп-тора дифтерийного токсина, использовали различные трансгенные конструкции. Кроме того, они различа-лись по эффективности истощения Treg и соответству-ющим протоколам введения дифтерийного токсина. В большинстве исследований приводили данные о >80% эффективности деплеции Treg, но в каж-дом исследовании степень деплеции Treg значительно отличалась (см. таблицу 1). В большинстве исследо-ваний не изучали органоспецифическую деплецию Treg, кинетику деплеции и восстановление популяции Treg. В отличие от этого, очевидно, что используемые модели инсульта, а точнее полученный объем ишеми-ческого поражения, в большей степени прогнозируют функциональную роль Treg в парадигмах истощения популяции клеток.
В двух исследованиях, проведенных A. Liesz и соавт., обнаружили увеличение объема очага ише-мии после истощения популяции Treg только в моделях стойкой ишемии с развитием небольшого очага поражения, но не после обширного инсуль-та, индуцированного транзиторной ОСМА [19, 22] . В последнем исследовании L. Xie и соавт. также нокаут Foxp3 (Foxp3-КО) у мышей через 3 дня после ОСМА не повлияли на исходы после инсульта [21, 22] .
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ОСМА не повлияли на исходы после инсульта [21, 22] . Следовательно, несмотря на то что механизм действия описали развитие крупных очагов ишемии после опосредованной антителами деплеции Treg в моде-ли умеренной ишемии головного мозга у крыс [24] . В отличие от этого все исследования, описывающие отсутствие изменений [19, 21, 22, 25, 26] или даже улучшение [23] исхода после деплеции Treg, были выполнены с использованием модели транзитор-ной механической окклюзии, вызывающей развитие обширных поражений головного мозга.
Иммунологическое влияние деплеции Treg на ней-ровоспалительный исход после инсульта, к сожа-лению, изучали только в небольшом количестве вышеупомянутых исследований. Во всех трех иссле-дованиях, в которых обнаружили ухудшение исхо-да инсульта после деплеции Treg, также измеря-ли ассоциированное увеличение содержания ней-ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее устойчивыми результатами был рост инфильтрации головного мозга лейкоцитами, особенно отдельными субпопуляциями лимфоцитов, и повышение секре-ции провоспалительных цитокинов, таких как фактор некроза опухоли α, интерлейкин-1β (ИЛ-1β), ИЛ-12, и интерферон γ. Среди исследований с использо-ванием модели экстенсивного повреждения голо-вного мозга без влияния деплеции Treg на исход только в одном исследовании изучали нейроимму-нологические показатели с соответствующими неиз-менными маркерами воспаления [21] . В отличие от этого в исследовании C. Kleinschnitz и соавт. изуча-ли роль Treg в тромбовоспалении и прогрессировании инсульта и обнаружили разрушительную роль Treg в опосредовании нейродегенерации после инсульта, независимо от их иммунологической функции [23] . Интересно, что иммитаторы Treg без иммуномоду-лирующей функции по-прежнему были способны оказывать влияние на прогрессирование инсульта без воздействия на маркеры нейровоспаления, что под-держивает гипотезу о неиммунологической функции Treg при инсульте.
Терапевтическое улучшение при ишемии головного мозга на фоне увеличения числа Treg
Несмотря на очевидные и до сих пор нерешенные противоречия в результатах исследований по изучению влияния деплеции Treg, растет число исследований по определению эффективности увеличения коли-чества Treg в лечении инсульта. В этих исследованиях изучали различные подходы к увеличению количества и повышению функции Treg. Наиболее понятным подходом является адаптивная пересадка очищенных Treg диким животным для увеличения числа цирку-лирующих Treg. Вторым, наиболее широко исполь-зуемым подходом, является введение суперагониста CD28 (CD28SA), in vivo индуцирующего увеличение числа Treg и усиливающего их супрессивную функ-цию. Кроме того, ранее было показано, что подавление гистондезацетилазы и введение ингибитора мише-ни рапамицина в клетки млекопитающих приводит к увеличению числа Treg путем увеличения экспрес-сии Foxp3 в Т-клетках. С точки зрения патофизиоло-гических механизмов, в более ранних исследованиях использовали другой подход, парадигму иммунизации слизистой оболочки с введением в слизистую оболочку цереброваскулярных антигенов, таких как гликопроте-ин миелина олигодендроцитов или селектинов, инду-цирующих увеличение числа аутоантиген-специфи-ческих Treg [33, 34] .
В 13 исследованиях провели 15 независимых экспе-риментов, и в 13 из них обнаружили улучшение исхода после инсульта, в то время как в 2 [22, 24, 26, [33] [34] [35] [36] [37] [38] [39] описали увеличение объема очага ишемии при исполь-зовании двух агентов, влияющих на Treg [23, 40] . Это противоречие невозможно объяснить простым отличием использованных терапевтических парадигм, ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее " ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее устойчивыми результатами был рост инфильтрации " устойчивыми результатами был рост инфильтрации головного мозга лейкоцитами, особенно отдельными " головного мозга лейкоцитами, особенно отдельными субпопуляциями лимфоцитов, и повышение секре-" субпопуляциями лимфоцитов, и повышение секре-ции провоспалительных цитокинов, таких как фактор " ции провоспалительных цитокинов, таких как фактор некроза опухоли α, интерлейкин-1 " некроза опухоли α, интерлейкин-1 " да инсульта после деплеции Treg, также измеря-" да инсульта после деплеции Treg, также измеря-ли ассоциированное увеличение содержания ней-" ли ассоциированное увеличение содержания ней-ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее " ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее устойчивыми результатами был рост инфильтрации [19, 22, 24] . Наиболее # ровоспалительных маркеров [19, 22, 24] . Наиболее 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ поскольку методы адаптивной пересадки Treg мышам дикого типа и введения CD28SA, примененные в этих двух исследованиях, продемонстрировавших увеличе-ние объема очага поражения, также были использова-ны более чем в трех других экспериментальных иссле-дованиях, продемонстрировавших улучшение исхода (таблица 2).
По всей видимости, тяжесть инсульта может быть предиктором биологического действия Treg: из 13 экс-периментов, в которых обнаружили эффективность терапевтического увеличения числа Treg и усиле-ние их функции, только в двух исследованиях объем очага ишемии в контрольной группе составлял >40% от объема ипсилатерального по отношению к пора-жению полушария, в то время как в других исследо-ваниях использовали модели с развитием поражений небольшого или умеренного размеров. Удивительно, однако, что в двух исследованиях [39, 40] с использо-ванием аналогичного CD28SA в аналогичных моде-лях инсульта, получили противоположные результаты. S.Y. Na и соавт. [39] описали уменьшение объема очага ишемии и улучшение функциональных исходов после введения CD28SA, в то время как M.K. Schuhmann и соавт. [40] выявили значительное ухудшение исхо-дов после инсульта, указывающее на наличие других сопутствующих факторов, влияющих на функцию Treg независимо от объема очага поражения.
Мы провели мета-анализ для более точной оценки эффективности терапевтических подходов к увеличе-нию числа Treg в экспериментальных моделях инсульта. С этой целью в анализ включили данные всех иссле-дований по изучению вмешательств, модулирующих количество Treg (CD4 + Т-клетки, экспрессирующие как минимум CD25 -или Foxp3) и функцию Treg в моделях экспериментальной ишемии головного мозга. Исследования сгруппировали по соответству-ющим парадигмам лечения: иммунизация слизистой оболочки [34, 36] , адаптивная пересадка Treg [23, 26, 35, 37, 38] , введение CD28SA [35, 39, 40] и другие (т.е. подавление гистондеацетилазы [22] и введение ингибитора мишени рапамицина в клетки млекопита-ющих [24] ). Рассчитали показатели размера эффекта (отношение шансов) и построили форест-диаграммы с использованием программного обеспечения RevMan (версия 5.3).
При расчете общего показателя размера эффекта оценили отношение шансов в пользу соответствую-щего вмешательства для каждой парадигмы лечения и для всех исследований в общей сложности (рис. 1). Тем не менее следует учитывать выраженную гетеро-генность включенных в анализ исследований отно-сительно дизайна, экспериментальной модели и вида экспериментальных животных (крысы и мыши). Кроме того, в нескольких исследованиях не приводили данных, достаточных для обеспечения качества в соот-ветствии с рекомендациями Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR). Таким образом, необхо-димо увеличить число исследований по изучению вме-шательств, модулирующих содержание Treg, для более точной оценки реального размера эффекта. Кроме того, необходимо поощрять публикацию отрицатель-ных результатов исследований во избежание система-тической ошибки публикации в этой развивающейся области науки.
Механизмы функционирования Treg при нейровоспалении после инсульта
В основных иммунологических исследованиях функ-циональной роли Treg выявили несколько механизмов, посредством которых Treg подавляют иммунные реак-ции [41] . Их можно разделить на механизмы, действу-ющие главным образом на активацию лимфоцитов, и механизмы, ингибирующие антигенпредставляющие клетки. Большинство из этих механизмов можно изу- A. Liesz и соавт. [22] ! A. Liesz и соавт. [22] D. Brea и соавт. [35] ! D. Brea и соавт. [35] S.Y. Na и соавт. [39] ! S.Y. Na и соавт. [39] ! P. Li и соавт. [26] ! P. Li и соавт. [26] P. Li и соавт. [38] ! P. Li и соавт. [38] P. Li и соавт. [37] ! P. Li и соавт. [37] ! D. Brea и соавт. [35] ! D. Brea и соавт. [35] A. Liesz и соавт. [22] ! A. Liesz и соавт. [22] ! J.M. Gee и соавт. [33] ! J.M. Gee и соавт. [33] S. Ishibashi и соавт. [34] Крысы: дистальная,стойкая ! S. Ishibashi и соавт. [34] Крысы: дистальная,стойкая P. Li и соавт. [26] ! P. Li и соавт. [26] " " " 
Таблица 2. Исследования по изучению терапевтических подходов модуляции Treg (по лечению и исходам)
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(отношение шансов) и построили форест-диаграммы " (отношение шансов) и построили форест-диаграммы с использованием программного обеспечения RevMan " с использованием программного обеспечения RevMan чить с использованием модельных систем in vitro, но в моделях заболеваний in vivo вклад отдельных механиз-мов, таких как влияние различных противовоспалитель-ных цитокинов или зависимая от межклеточного кон-такта супрессия, очень отличается. Наиболее заметными функциями Treg in vivo являются секреция противовос-палительных цитокинов (IL-10, фактор роста опухоли β), экспрессия иммуноподавляющих молекул (CTLA-4, CD39, PD-1), поглощение жизненно важных цитоки-нов (ИЛ-1, ИЛ-2) и секреция цитолитических молекул (гранзимы, перфорин) [5] .
В контексте экспериментальной ишемии головного мозга несколько исследований продемонстрировали, что ИЛ-10 является критическим нейропротекторным цитокином, регулирующим нейровоспаление после инсульта [42] [43] [44] [45] . Основными источниками цереб-рального ИЛ-10 являются Treg, Breg и микроглия/ моноциты. Роль ИЛ-10 Treg в качестве важного эффек-торного механизма защиты вещества мозга [46] было изучено в некоторых ранее проведенных исследова-ниях при инсульте [19, 22, 47] . Соответственно, было показано, что стратегии увеличения количества ИЛ-10, полученного из лимфоцитов [22, 39, 44, 48] , и тера-певтического введения ИЛ-10 [42, 45, 49] улучшают исход после инсульта. Кроме того, были обнаружены альтернативные, связанные с Treg, механизмы, работа-ющие в ишемизированном головном мозге, например экспрессия фактора роста опухоли β и ИЛ-35 [24] , а также роль Treg в пути PD-1/PD-L1. Тем не менее в то время как иммунное регулирование PD-1 ограничи-вает зону ишемического повреждения головного мозга и разрушение гематоэнцефалического барьера [37] , PD-L1, по всей видимости, оказывает противополож-ное, т.е. отрицательное влияние при инсульте [50] . Провоспалительные лимфоциты и микроглия/мак-рофаги головного мозга были охарактеризованы как основные клетки-мишени иммуносупрессивного эффекта Treg после повреждения головного мозга [19, 22, 26] . Благотворное влияние Treg в более поздних периодах ишемического инсульта часто было связано с уменьшением инвазии Т-клетками [19, 26] , подав-лением пролиферации эффекторных Т-клеток [22] , подавлением образования цитокинов [24, 26, 34] , сни-жением активации микроглии/моноцитов [19] или инициацией формирования М2-подобного фенотипа микроглии [24] . В отличие от этого в исследованиях с выявленным прогрессированием инсульта на фоне проведения Treg-целевой терапии в остром перио-де [23, 40] обнаружили связь между увеличением объ-ема очага поражения и ростом числа иммунных кле-ток в головном мозге [40] . Тем не менее существуют доказательства, что негативные эффекты Treg в этих двух исследованиях не зависят от их иммунологичес-кой функции, а связаны с их воздействием на вторич-ный микротромбоз (тромбовоспаление) [23] .
Другие субпопуляции регуляторных лимфоцитов: Breg и CD8 + CD122 + Treg В некоторых ранее проведенных исследованиях изу-чали потенциальную регулирующую функцию В-клеток и обнаружили увеличение объема очага повреждения у мышей с деплецией B-клеток [51] , в то время как результаты других исследований не подтвердили эти наблюдения [52, 53] . Несмотря на то что адаптивная пересадка В-клеток Rag -/-с дефицитом лимфоцитов не оказывала влияния на исход в раннем периоде инсуль-та [53] , в последующих исследованиях привели данные о том, что значительное увеличение образования ИЛ-10 В-клетками и нейропротекторное влияние пересадки В-клеток дикого типа, но без дефицита ИЛ-10, снижа-ют тяжесть инсульта [44, 51, 54] . В дальнейших иссле-дованиях показали, что трансплантированные ИЛ-10 + B-клетки представлены приблизительно равными пропорциями нескольких известных подтипов Breg, в т.ч. субпопуляциями B10, Т2-MZ и B1a. Кроме того, в одном исследовании обнаружили, что транспланти-рованные B-клетки оказывали системное иммуномоду-лирующее действие, уменьшали атрофию селезенки и увеличивали популяцию Treg [55] . Было также показа-но, что прямая трансплантация ИЛ-10-секретирующих B-клеток в стриатум ограничивает объем очага ишеми-ческого повреждения при инсульте [56] . В последнем эксперименте подтвердили потенциально нейропротек-торную функцию регуляторных ИЛ-10-продуцирующих B-клеток после инсульта, которая заключалась в индук-ции CD8 + CD122 + Treg и уменьшении нейровоспале-ния после инсульта [57] . В совокупности совместные результаты ранее проведенных исследований, выводы предыдущих исследований об отсутствии значимой роли B-клеток в остром периоде инсульта и более совре-менные данные о нейропротекторной функции Breg в дальнейшей вторичной нейровоспалительной реакции могут свидетельствовать в пользу иммунорегуляторного эффекта ИЛ-10-секретирующих B-клеток и их индукции CD8 
Treg в периферической иммунной системе после инсульта
Острая ишемия головного мозга вызывает глубо-кие изменения в периферической иммунной системе, в т.ч. ее активацию в остром периоде после повреж-дения головного мозга [58] и развитие иммуносуп-рессивного синдрома в более позднем периоде [59] . В дополнение к непосредственной модуляции локаль-ного нейровоспаления в головном мозге Treg также играют роль в изменении периферической иммун-ной реакции после инсульта. Соответствующий вывод, характеризующий подострый период после обширно-го экспериментального инсульта, заключается в том, что клеточная иммуносупрессия и атрофия селезенки сопровождаются относительным увеличением числа Treg в селезенке и крови [60, 61] . Однако Treg сами по себе не участвуют в развитии иммуносупрессии после инсульта [38, 62] . Интересно, что в последнем исследовании даже высказали предположение, что ! де ! де ема очага поражения и ростом числа иммунных кле-! ема очага поражения и ростом числа иммунных кле-ток в головном мозге [40] . Тем не менее существуют !т ок в головном мозге [40] . Тем не менее существуют доказательства, что негативные эффекты Treg в этих 
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адаптивная трансплантация Treg, с одной стороны, уменьшает системную воспалительную реакцию в ост-ром периоде инсульта, а с другой стороны, уменьшает степень иммунодепрессии (т.е. лимфопении) в поз-днем периоде [38] . Этот вывод о двойственной роли Treg в системном иммунитете при сравнении острого и подострого периодов инсульта хорошо согласует-ся с одной концепцией, согласно которой исходная сверхактивация периферической иммунной системы может привести к развитию синдрома иммунодефици-та [63] . Мощная гомеостатическая функция Treg может помочь подавить первоначальное системное воспа-ление, тем самым уменьшая последующие иммунные нарушения, такие как индуцированная активацией лимфопения и истощение популяции антигенпрезен-тирующих клеток.
Кроме того, в недавно проведенном исследовании обнаружили увеличение содержания натуральных Foxp3 + Treg в костном мозге мышей после обширной церебральной ишемии [64] . Было высказано предпо-ложение, что это увеличение количества миелоид-ных Treg связано с передачей сигнала симпатического стресса после церебральной ишемии. Однако в насто-ящее время неизвестно, связано ли это наблюдение о функциональной ассоциации миелоидных Treg с ранее наблюдаемыми изменениями популяций моноцитов в костном мозге [63] и гемопоэзом [65] после инсульта.
Только в нескольких исследованиях изучали содер-жание Treg у пациентов с острой церебральной ише-мией. Понятно, что эти исследования были сосредото-чены на изучении периферических иммунных эффек-тов после инсульта, и в них проводили исследования образцов крови пациентов с различными варианта-ми инсульта. В первом исследовании, посвященном специальному анализу функции Treg после инсульта, A. Hug и соавт. [66] ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " #
. Hug и соавт. [66] роль в контексте иммуносупрессии после инсульта в отличие от дисфункции популяций эффекторных клеток, таких как циркулирующие моноциты или Т-хелперы. Во втором исследовании отметили сни-жение супрессивного потенциала Treg после инсульта у женщин, но не у мужчин с инсультом, что поз-волило предположить наличие гендерного влияния на периферический иммунитет после инсульта [67] . Это различие между результатами исследований можно объяснить различными характеристиками пациентов с точки зрения наличия сопутствующих заболеваний и тяжести инсульта. Хотя в последнем исследовании обнаружили выраженное увеличение числа Treg после инсульта, что соответствовало данным эксперимен-тальных работ, в другом исследовании получили про-тивоположные результаты. Q. Li и соавт. [68] проде-монстрировали значительное снижение содержания периферических Treg у пациентов с инсультом. В отли-чие от предыдущих исследований, посвященных изу-чению влияния инсульта на функцию периферических Treg, в работе M. Wigren и соавт. проанализировали ассоциацию количества Treg в выборке из 700 участ-ников исследования Malmo Diet and Cancer study с потенциальной возможностью развития инсульта у некоторых участников исследования. Низкое исход-ное содержание Treg было ассоциировано с повы-шенным риском развития инфаркта миокарда, но для инсульта такой ассоциации не было [69] . В целом клинические данные поддерживают результаты экспе-риментальных исследований, заключающиеся в нали-чии выраженной периферической иммуномодуляции после инсульта, которая также оказывает влияние на популяцию Treg, но специфические изменения в имунной системе могут зависеть от варианта и тяжес-ти инсульта, а также характеристик пациентов.
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ПРИЧИНЫ РАСХОЖДЕНИЙ В ОЦЕНКЕ ФУНКЦИИ Treg ПРИ НЕЙРОВОСПАЛЕНИИ ПОСЛЕ ИНСУЛЬТА Тромбовоспаление и вторичный микротромбоз
Традиционно используемую модель транзиторной ОСМА с использованием внутрисосудистых филамен-тов (модель, которую применяли в двух исследовани-ях, по результатам которых обнаружили негативную роль Treg при инсульте [23, 40] ) можно описать как модель транзиторной механической окклюзии сосуда с быстрой реваскуляризацией. Одной известной и отли-чительной особенностью этой модели является развитие отсроченного повреждения нейронов из-за микро-тромбоза и тромбовоспаления [70] . В отличие от этого при постепенной реперфузии у грызунов и нечело-векообразных приматов вторичный микротромбоз не развивался [71] . Развитие микротромбоза/тромбо-воспаления у пациентов с инсультом в настоящее время по-прежнему остается необъяснимым. Отдельные факторы, способствующие развитию тромбовоспале-ния при транзиторной механической окклюзии сосу-дов, остаются неизвестными, но можно предполо-жить наличие нескольких потенциальных механиз-мов: степень активации эндотелия, индуцированной реперфузией, скорость ретракции филамента, быстрая реперфузия по сравнению с постепенной реперфузи-ей, и длительность окклюзии. Наконец, эти с первого взгляда незначительные методологические различия могут оказать значимое патофизиологическое влия-ние в связи с наличием или отсутствием вторичного тромбоза. В случае развития микротромбоза после быстрой реваскуляризации каскад активации эндоте-лия, тромбовоспаления и дисфункции микрососудов приводит не только к вторичному прогрессированию ишемического инсульта, но и к воспалению сосудов и изменению характера нейровоспалительной реакции на ишемию головного мозга как таковую.
Влияние объема поражения и скорости реперфузии на иммунологичесий статус после инсульта Как отмечалось выше, размер очага повреждения и скорость реперфузии, по всей видимости, являют-ся соответствующими вмешивающимися факторами в развитие вторичного нейровоспаления. Хорошо известно, что феномен периферической иммуно-супрессии после инсульта возникает у пациентов с инсультом, а также в моделях инсульта у живот-ных только после обширного повреждения вещества головного мозга [59, 61, 72, 73] . У мышей и людей со значительным поражением головного мозга развива-ются лимфопения и изменение популяции моноцитов, в то время как небольшие ишемические поврежде-ния вызывают только незначительную иммуномодуля-цию, но не иммуносупрессивный синдром. Насколько нам известно, до настоящего времени не проводили систематического изучения влияния периферической иммунносупрессии после тяжелого инсульта на вто-ричное нейровоспаление, но не исключено, что пери-ферические иммунологические изменения могут также повлиять на процессы нейровоспаления в головном мозге. В ранее проведенном исследовании со сравне-нием степени инвазии головного мозга лейкоцитами, активации микроглии и секреции цитокинов в трех общих моделях ишемии головного мозга с различным размером очагов поражений обнаружили важные раз-личия между моделями, со значительно более выра-женной воспалительной реакцией в модели стойкой ишемии и развитием поражений небольшого разме-ра, чем в модели транзиторной ОСМА с развитием обширных полушарных повреждений [20] . Кроме того, в последнем проведенном исследовании изучали ней-ровоспалительные реакции в остром периоде (первые 24 часа) после транзиторной или стойкой окклюзии, индуцированных в моделях с использованием фила-мента. Авторы обнаружили значительно менее выра-женную инфильтрацию головного мозга лейкоцитами после транзиторной ишемии, поскольку ее использова-ли в большинстве исследований, проанализированных в данном обзоре, по сравнению со постоянной прокси-мальной ОСМА [74] . Поэтому вполне вероятно, что Treg играет вторичную роль лишь в моделях инсульта с незна-чительным сопутствующим воспалением по сравне-нию с определяющей ролью Treg в моделях с раз- 
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витием гиперэргической иммунной реакции (рис. 2, см. на цв. вклейке). Тем не менее в настоящее время еще неизвестно, связаны ли эти различия нейровос-палительных реакций с такими факторами, как объем очага поражения, скорость реперфузии и локализа-ция очага поражения, или являются просто феноме-ном технических особенностей определенной модели инсульта (т.е. различия в методике трепанации черепа, ведении послеоперационной раны, болевом синдроме и режиме потребления пищи).
Функция Treg в зависимости от условий
Кроме всего прочего, вышеуказанные методологи-ческие различия, в т.ч. наличие микротромбоза/тром-бовоспаления, индукция периферических иммунных изменений и степень нейровоспаления, могут оказы-вать непосредственное влияние на функциональные свойства натуральных Treg. Согласно другим парадиг-мам развития заболевания, известно, что функция Treg in vivo может, в частности зависеть от иммунологичес-кой среды. Например, в исследованиях онкологичес-ких заболеваний этот феномен (сродни иммунологии инсульта) был назван двойственной функцией Treg [75, 76] . Кроме того, преобладающее в настоящее время представление о нейровоспалении после острого повреждения головного мозга, особенно по резуль-татам исследований при инсульте, как о слишком неблагоприятном явлении следует пересмотреть. В нескольких наглядных исследованиях, выполненных группами M. Schwartz и J. Kipnis, разработали концеп-цию защитного аутоиммунитета (см. M. Schwartz и C. Raposo [77] для ознакомления с последним обзо-ром концепции). Согласно этой концепции, вторич-ное воспаление в целом является физиологическим и защитным механизмом, в котором избыточная иммунная активация, а также иммуносупрессия могут оказывать негативное воздействие. Соответственно, в определенных случаях острого поражения головного мозга и в моделях нейродегенерации (определенных динамикой воспалительной среды в головном мозге во время прогрессирования заболевания) и деплеция Treg, и увеличение их числа могут оказывать отрица-тельное влияние на исходы [78] [79] [80] . В связи с этим следует тщательно изучить специфические особеннос-ти используемых моделей инсульта и целевой меха-низм функции Treg прежде чем рассматривать Treg с потенциально упрощенной точки зрения в качестве хороших или плохих иммунных клеток при инсульте.
Quo Vadis: Treg при инсульте -открытые вопросы и необходимые эксперименты Как всесторонне было описано выше, быстро накап-ливающиеся результаты отдельных исследований в последние несколько лет четко указывают на пато-физиологическую роль Treg во вторичном нейровос-палении, а также на отдаленное влияние на сосу-дистую и периферическую иммунную системы после инсульта. Тем не менее на сегодняшний день остаются некоторые неразрешенные противоречия и важные неизученные вопросы: какую роль играют размер очага поражения, его локализация и скорость реперфузии в развитии нейровоспаления после инсульта, и како-ва патофизиологическая основа иммунологических различий между вариантами инсульта? Где находится основная точка приложения функции Treg -сохране-ние иммунного гомеостаза в периферической иммун-ной системе или подавление нейровоспаления в цен-тральной нервной системе? Какие из разнообразных иммунотерапевтических подходов к увеличению коли-чества Treg являются наиболее эффективным и клини-чески значимыми?
Для ответа на эти вопросы будет необходимо про-ведение дальнейших поисковых исследований, таких как сравнение моделей инсульта и парадигм вмеша-тельств в одной лаборатории с помощью контакт-ных подходов вместо компиляции наборов данных из разных моделей, лабораторий, стратегий лечения и анализа. Следующим этапом в исследованиях Treg при инсульте будет переход от поисковых исследова-ний к подтверждающим исследованиям для обеспе-чения потенциальной трансляции результатов [81] . Как и в других развивающихся областях исследований, в которых существуют противоречия на доклиничес-ком этапе, совместные научно-исследовательские уси-лия со строгими рекомендациями по дизайну исследо-ваний, принципам проведения и анализа данных будут иметь решающее значение для разрешения споров о роли Treg и, особенно, их использованию в качест-ве иммунотерапевтических целей в лечении ишемии головного мозга [82] .
■ ВЫВОДЫ В совокупности, все вышеизложенное позволяет признать, что Treg представляют собой очень мощ-ную клеточную популяцию, которая способна моду-лировать различные иммунологические реакции. Тем не менее функциональная роль Treg при острых повреждениях головного мозга может быть гораз-до более сложной и разнообразной, чем известно в настоящее время. Результаты мета-анализа современ-ных опубликованных исследований эффективности иммунотерапии, нацеленной на популяцию Treg, ука-зывают на общую нейропротекторную функцию Treg, по крайней мере, на более поздних стадиях развития инфаркта мозга, однако роль этих клеток в остром периоде гораздо менее изучена, и перед продвижени-ем клеточной Treg-целевой терапии в клинические испытания мы сначала должны лучше понять их роль в различных условиях вторичного нейровоспаления. Таким образом, нам следует быть осторожными с гене-рализуемостью результатов исследований с использо-ванием различных моделей инсульта у животных, в которых существуют значимые различия в раз-витии воспалительной реакции. Вместо этого мы должны рассматривать эту огромную вариабельность и различные свойства традиционно используемых моделей инсульта в качестве шанса более подробного изучения спектра нейровоспаления при этом гетеро-генном заболевании. Не только в моделях инсульта, но и у пациентов с инсультом влияние нейровоспа-ления может кардинально отличаться в зависимости от варианта инсульта, его локализации, временн х характеристик и сопутствующих заболеваний. Этот индивидуализированный взгляд на механизмы раз-вития воспаления после инсульта все еще находится в зачаточном состоянии, но в конечном итоге будет необходим в будущем для разработки персонали-зированной иммунотерапии инсульта, при которой нужно будет стратифицировать пациентов, у которых проведение иммунной терапии будет потенциально эффективно.
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